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ABSTRACT 
  Fall‐sown barley will be increasingly important in the era of climate change due to 
higher yield potential and efficient use of water resources. Resistance/tolerance to abiotic 
stresses will be critical, and foremost among the abiotic stresses is low temperature. 
Simultaneous gene discovery and breeding will accelerate the development of agronomically 
relevant fall‐sown barley germplasm with resistance to low temperature. We developed two 
doubled haploid mapping populations using two lines from the University of Nebraska (NE) and 
one line from Oregon State University (OR): NB3437f/OR71 (facultative x facultative) and 
NB713/OR71 (winter x facultative). Both were genotyped with a custom 384 oligonucleotide 
pool assay (OPA). QTL analyses were performed for low temperature tolerance (LTT) and 
vernalization sensitivity (VS). The role of VRN‐H2 in VS was confirmed and a novel alternative 
winter allele at VRN‐H3 was discovered in the Nebraska germplasm. FR‐H2 was identified as a 
probable determinant of LTT and a new QTL, FR‐H3, was discovered on chromosome 1H that 
accounted for up to 48% of the phenotypic variation in field survival at St. Paul, Minnesota, 
USA. The discovery of FR‐H3 is a significant advancement in barley LTT genetics and will assist in 
developing the next generation of fall‐sown varieties.  
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
INTRODUCTION 
 
Fall‐sown barley is a relatively new crop to the higher latitudes. Current varieties lack 
sufficient low temperature tolerance (LTT) for extensive production in these target 
environments. Selecting for improved LTT in a crop that has undergone intensive selection for 
the past ~10,000 years within a spring growth habit framework is a challenge and a necessity in 
a time of climate change. Fall‐sown barley is higher yielding than spring‐sown barley in regions 
that receive ample winter precipitation. Fall‐sown barley conserves scarce water resources in 
regions where irrigation is required and can provide important ecosystem services as a winter 
cover crop. The challenge is to ensure that the crop survives LT stresses.  
 
LTT is the critical component of “winter‐hardiness”. Two other associated traits are 
photoperiod sensitivity (PS) and vernalization sensitivity (VS) (Hayes et al. 1993). Maximum 
vegetative stage LTT requires cold acclimation, a process in which many cold responsive genes 
are up and down regulated (Fowler and Thomashow 2002). LTT is reduced with the vegetative 
to reproductive transition (Galiba et al. 2009). The associations of PS and VS with LTT are due to 
their involvement in the timing of this transition (Fowler et al. 2001; von Zitzewitz et al. 2005).  
PS delays the vegetative to reproductive transition under short days and promotes the 
transition under long days (Pan et al. 1994; Cuesta‐Marcos et al. 2008). VS delays the transition 
until a sufficient number of “cold units” are achieved. VS can be satisfied, in target northern 
hemisphere environments, as early as December but there is still considerable risk of LT injury 
after VS is satisfied. PS, in contrast, will maintain plants in a vegetative stage until the risk of LT 
injury is past.  
 
  PS, VS, and LTT define the three growth habits in barley (winter, facultative, and spring). 
As defined by von Zitzewitz et al. (2011), winter types have varying degrees of LTT and PS, and 
they have VS. Facultative types have varying degrees of LTT, they do not have VS, and for 
maximum LTT they should have short PS (flowering suppressed under short photoperiods). 
Spring types do not have LTT, they are not vernalization sensitive, and if they have short PS it is 
usually not of agronomic importance since they are grown under long photoperiod conditions. 
Reduced sensitivity to the induction of flowering by long photoperiods can be advantageous for 
spring types because it increases the growing period. A key point is that facultative and winter 
types show comparable variation in LTT: VS is not a prerequisite for maximum LTT (Rizza et al. 
2011).  
 
VS is determined by the epistatic interactions between alleles at three loci: VRN‐H1 
(5H), VRN‐H2 (4H), and VRN‐H3 (7H). Winter genotypes are Vrn‐H2_/vrn‐H1vrn‐H1/vrn‐H3vrn‐
H3 and all other allele combinations do not have VS (Szucs et al. 2007). Facultative types have a 
winter allele at the VRN‐H1 locus and a complete deletion of the VRN‐H2 locus (Karsai et al. 
2005; von Zitzewitz et al. 2005; Szűcs et al. 2007). The determinant of VRN‐H1 is HvBM5A, a 
MADS‐box floral meristem identity gene which promotes flowering after a period of cold 
temperatures (von Zitzewitz et al. 2005). The size of deletions in the critical region of the first 
intron of VRN‐H1 cause phenotypic variation in the degree of VS (Fu et al. 2005; Von Zitzewitz 
et al. 2005; Szucs et al. 2007). The determinant of VRN‐H2 is a zinc finger‐CCT domain 
transcription factor which encodes a flowering repressor that is down‐regulated by short days 
and the expression of VRN‐H1 (Yan et al. 2004). In barley there are three ZCCT genes at this 
complex locus (ZCCT‐Ha, ZCCT‐Hb, and ZCCT‐Hc) (Dubcovsky et al. 2005; Karsai et al. 2005). 
ZCCT‐Ha is the candidate for VRN‐H2 (Dubcovsky et al. 2005). VRN‐H3 is an orthologue of the 
Arabidopsis Flowering Locus T (FT) gene (Trevaskis et al. 2007; Hemming et al. 2008; Kikuchi et 
al. 2009). HvFT1 is the candidate gene for VRN‐H3. Mutations in the first intron of HvFT1 have 
been proposed to differentiate between dominant and recessive VRN‐H3 alleles (Yan et al. 
2006). SNPs have also been reported in the promoter to better differentiate between dominant 
and recessive alleles (Cuesta‐Marcos et al. 2010). Dominant alleles are associated with a lack of 
VS and may also lead to very early flowering (Yan et al. 2006). The expression of HvFT1 is 
dependent upon day length: long days induce expression, which promotes flowering (Turner et 
al. 2005). The two main determinants of photoperiod sensitivity are PPD‐H1 (candidate gene 
HvPRR7) and PPD‐H2 (candidate gene HvFT3). The variation at the PPD‐H1 locus is due to 
changes in the amino acid sequence in the CCT domain with the recessive allele conferring 
insensitivity to long photoperiod conditions (Turner et al. 2005). Variation at PPD‐H2 is caused 
by a complete or partial deletion of the gene leading to sensitivity to short photoperiods (Faure 
et al. 2007, Kikuchi et al. 2009).   
 
There are two principal LTT QTL reported in the Triticeae. The first LTT QTL reported in 
barley was in the ‘Dicktoo’ X ‘Morex’ population (Hayes et al. 1993) and corresponds to what 
was subsequently designated as Frost Resistance‐1 (FR‐H1) (Galiba et al. 1995; Francia et al. 
2004). Frost Resistance‐2 (FR‐H2) was discovered subsequently (Francia et al. 2004; Skinner et 
al. 2005; Galiba et al. 2009). In barley, FR‐H1 and FR‐H2 are approximately 30 cM apart on 
chromosome 5H. FR‐H1 cosegregates with VRN‐H1, however it has not yet been shown if this is 
due to pleiotropic effects of VRN‐H1 or to the effects of a tightly linked gene (or genes) (Francia 
et al. 2007). Underlying FR‐H2 are two physically linked clusters of more than 11 C‐repeat 
binding factor (CBF) genes (Francia et al. 2004; Skinner et al. 2005; Galiba et al. 2009). A 
polymorphism in HvCBF4 accounted for 31% of the variation in LTT based on controlled freeze 
tests (Francia et al. 2004). Phenotypic variation in LTT associated with FR‐H2 may be due to 
copy number variation in one or more CBF genes (Knox et. al. 2010).  
 
Genome‐wide association mapping (GW‐AM) validated the importance of FR‐H1 and FR‐
H2 (von Zitzewitz et al. 2011) and confirmed that maximum LTT is achieved with specific alleles 
at each of the two loci. The question remains: is LTT due only to FR‐H1 and FR‐H2 or are there 
other undiscovered determinants of this critical trait?  
 
In order to advance our understanding of LTT genetics and to further the improvement 
of winter six‐row malting barley, we developed two doubled haploid (DH) populations from 
crosses between germplasm originating in the Pacific Northwest of the US (Oregon) and the 
Upper Midwest (Nebraska). The Oregon parent (OR71) was considered to have moderate LTT 
and the Nebraska parents (NB3437f and NB713) were hypothesized to have high LTT, based on 
the climatic profiles at each of the breeding program locations. The DH populations were 
phenotyped for LTT and VS. QTL analyses were performed using each of the two populations, 
and the pooled data of the two half‐sib populations, when appropriate. 
 
MATERIALS AND METHODS 
 
Germplasm 
NB3437f (NB92711/P‐954) and NB713 (P‐954/Pennco) were chosen as donors of LTT. 
Based on long‐term records, Nebraska germplasm accessions have shown some of the best LTT 
in the Uniform Barley Winterhardiness Nursery (UBWHN), conducted by the USDA‐ARS in 
cooperation with State Agricultural Experiment Stations since 2003. The “f” designation in 
NB3437f indicates facultative growth habit because in the NB3437 seed lot we found that < 1% 
of plants grown without vernalization flowered under long day conditions. A report on this 
finding and subsequent characterization of the NB3437f germplasm at the genotype and 
phenotype levels is presented in Supplemental Figure 1. OR71 (Stab 47/Kab 51‐7) was 
developed by the Oregon State University breeding program. This selection had shown average 
levels of LTT in the UBWHN and in trials throughout the Pacific Northwest of the US. The 
Oregon and Nebraska parental lines were not tested in the UBWHN at the same time. 
Therefore, we conducted a preliminary controlled environment freeze test on the parental 
lines, using the protocol described in Phenotyping, below, prior to undertaking characterization 
of the DH populations (Supplemental Table 1).  
 
The two doubled haploid mapping populations, consisting of 111 and 124 lines, were 
derived via anther from the F1 of NB3437f/OR71 and NB714/OR71 as described in Cistue et al. 
(2003). OR71 and NB3437f are facultative (VRN‐H2 deletions) and we therefore expected the 
DH progeny to be facultative. NB713 is vernalization sensitive. Therefore, we expected the DH 
progeny of NB713/OR71 to segregate for VS.  
 
Phenotyping 
The two DH populations and parents were phenotyped for final leaf number (FLN) and 
flowering time (FT) under greenhouse conditions in vernalized and unvernalized treatments. 
Each DH line and parent was replicated twice within each treatment. The vernalized treatment 
consisted of planting seed directly into moist soil and maintaining the experiment in a growth 
chamber, without light, at 4°C for six weeks. Seedlings were then transferred to a greenhouse 
maintained at 18±2°C day and night. Supplemental light was used to provide a photoperiod of 
16 h light/8 h dark. After one week of acclimation, seedlings were transplanted to 13.5 cm pots 
filled with Sunshine Professional Growing Mix. For the unvernalized treatment, seed was sown 
directly into 13.5 cm pots under the same greenhouse conditions. As we expected NB713/OR71 
V‐ to segregate for VS, we allotted a longer time frame for this population in the greenhouse: it 
was planted April 10, 2009. Both NB3437f/OR71 V+ and NB713/OR71 V+ were planted October 
13, 2009 and NB3437f/OR71 V‐ was planted the next day. FLN was assessed as the total 
number of leaves on the main stem of each plant. FT was recorded as the number of days from 
planting to the appearance of awns 1‐2 cm out of the boot (for unvernalized plants) and as the 
number of days from transfer to the greenhouse (for vernalized plants). The vernalized and 
unvernalized experiments were terminated 100 days after planting/transfer. Plants that did not 
flower were assigned an FT value of 150.  
 
For measurement of FT under field conditions (FTF), the two populations were grown in 
field trials at the Oregon State University Hyslop Farm near Corvallis, OR (COR). The 
NB3437f/OR71 population was sown in the fall of 2008 and the NB713/OR71 population in the 
fall of 2009. Each DH line, and the parents, were planted in two‐row plots, 1 m in length.  FTF 
was recorded as the number of days after the January 1 when 50% of the heads in a plot were 
50% emerged from the boot.  
 
LTT was assessed in field experiments and in a controlled freeze test. The field 
experiments were conducted at St. Paul, MN (SPMN), Lincoln, NE (LNE), Fort Collins, CO (FCCO), 
and Fairfield, MT (FMT). LNE, FCCO, and FMT trials were planted in fall 2009. The SPMN trial 
was planted in fall 2010. Each DH line and parent was grown in single row plots using two 
replications. LTT was rated as the percentage of plants in each plot surviving the winter. The 
controlled freeze tests were carried out at the Agricultural Research Institute of the Hungarian 
Academy of Sciences in Martonvásár, Hungary (MRI). This involves a stringent protocol 
including two hardening phases before reaching the lowest temperature of ‐13.5°C. The 
number of plants that survived for each entry was expressed as percentage of the number of 
plants before freezing. This process is further described by Skinner et al. (2006). 
 
Genotyping 
The parental lines were genotyped using Barley OPA 1 and Barley OPA 2 and the data 
are available from the T3 database (http://triticeaetoolbox.org/; verified 13 June 2012). 
Accession designators changed since the genotype data were uploaded for all accessions. 
Therefore, data for NB3437f need to be accessed as NB03437f, data for NB713 as P‐713 and 
data for OR71 as Stab47/Kab 51‐7. Genotype data can be retrieved by entering the appropriate 
accession designator in the “Quick Search” box.  For genotyping the DH populations, genomic 
DNA was extracted from a single plant of each DH line and each parent using ~100mg of leaf 
tissue collected from greenhouse grown plants using the Qiagen DNeasy Plant Maxi Kit (Qiagen, 
Valencia, CA, USA). A custom 384 oligonucleotide pool assay (OPA) was designed based on 
polymorphisms identified between parents using Barley OPA 1 and Barley OPA 2 (Close et al. 
2009). SNPs represented in the custom OPA (Supplemental Table 2) were selected to maximize 
polymorphism, provide complete genome coverage, and to focus on specific genome 
regions/genes. Genotyping was performed using an IlluminaBeadXpress at the James Hutton 
Institute (Invergowrie, Scotland). For quality assurance purposes, two markers were developed 
and assayed “in‐house” based on two of the SNPs targeted in the custom 384‐OPA (2_0653, 
and 3_0162). These markers were generated by identifying a restriction site polymorphism in 
the sequence flanking each of the SNPs, based on the OPA SNP sequence data obtained from 
the barley HarvEST database (http://harvest.ucr.edu; verified 9 November 2011). The 
NB3437f/OR71 population was genotyped “in‐house” for PPD‐H2. Genotyping protocols are 
provided in Supplemental Table 3.  
 
Linkage Mapping 
JoinMap 4 (Van Ooijen 2006) was used for de novo construction of three linkage maps: 
NB3437f/OR71 (220 SNPs), NB713/OR71 (217 SNPs) and a combined map of the two 
populations created using only the 157 markers polymorphic in both of the populations. A 
minimum LOD score of 4 was used in the formation of linkage groups. The maximum likelihood 
mapping algorithm was used to determine marker order in each linkage group. Recombination 
frequencies were converted to centiMorgans using Haldane’s mapping function as 
implemented in JoinMap4. 
 
QTL Analysis 
QTL analyses were performed for 11 traits using each of the DH populations and the 
combined population using Composite Interval Mapping (CIM) as implemented in Windows QTL 
Cartographer 2.5 (Wang et al. 2005). Up to seven cofactors were chosen using the CIM standard 
model with forward selection and backward elimination, 0.1 probabilities into and out of the 
model, a walk speed of 1 cM, and a scan window of 10 cM. Experiment‐wise significance (α = 
0.05) likelihood ratio test (LR) thresholds for QTL identification were determined with 1,000 
permutations, and expressed as LOD (LOD = 0.217 LR). Multiple Interval Mapping (MIM) was 
used to evaluate epistatic interactions between QTL.   
 
Allele effects for markers that were not assigned a position in the linkage map were 
estimated using PROC MIXED with the Maximum Likelihood (ML) method in SAS v9.1 (SAS 
Institute Inc., Cary, NC, USA). The cofactors and thresholds determined using QTL cartographer 
were used in calculating the significance of these unmapped markers. The proportion of 
variance explained by a marker at a position (R2) was calculated using SAS PROC GLM as R2 
=(MS1‐MS2)/MS3 where MS1 is the mean square error including only the cofactors, MS2 is the 
mean square error including the cofactors and the marker being tested and MS3 is the total 
mean square for the trait. These unmapped markers are addressed in detail in the Results and 
Discussion sections. Broad‐sense heritability values were estimated with SAS PROC VARCOMP 
using the following formula: ܪଶ ൌ 	ߪଶீ/ሺߪଶீ ൅ ఙ೐మ௥ ሻ where ߪଶீ represents the genetic variance, ߪ௘ଶ 
the residual variance, and ݎ the number of replicates per genotype. 
 
RESULTS 
 
Linkage Maps  
Linkage maps are shown in Supplemental Figures 2, 3 and 4. Orders and distances of 
markers in the two population linkage maps, and in the combined map, were as expected for 
chromosomes 1H, 2H, 3H, 4H, and 6H. The chromosome 7H maps were as expected, except for 
three markers in the short arm that showed segregation distortion and did not map as expected 
with the rest of the linkage group in NB713/OR71. In both populations, markers in chromosome 
5H did not map as expected in several regions. Based on the parental genotyping with BOPAs 1 
and 2, from which the custom 384 OPA was designed, we expected a ~24 cM region of 
monomorphism in the vicinity of VRN‐H1. However, rather than a single gap of this 
approximate distance in each of the two mapping populations, we found five discrete linkage 
groups in NB3437f/OR71 and two linkage groups in NB713/OR71 (Figure 1). As is apparent in 
this Figure, linkage distances on 5H were also much greater in each of the two populations than 
in the consensus map of Close et al. (2009). Most markers adjacent to gaps, or areas of 
apparently high recombination, also showed segregation distortion.  
 
Low‐Temperature Tolerance  
  The survival of the two populations varied greatly between environments. No DH line or 
parent survived at FMT. Nearly all lines in the NB713/OR71 population survived at FCCO. There 
was differential survival in the remaining tests. Phenotypic frequency distributions were diverse 
(Figure 2, Supplemental Figure 5), ranging from nearly bi‐modal (NB3437f/OR71 – SPMN and 
NB713/OR71 – SPMN considering the 100% surviving lines vs. “others”) to nearly normal (both 
populations, MRI).  In the MRI and SPMN trials, LTT patterns for the parents fit expectations: 
the Nebraska germplasm had superior LTT. In the LNE trials, the Oregon and Nebraska parents 
had similar levels of survival and there were positive and negative phenotypic 
transgressivesegregants. In FCCO, OR71 was superior to NB3437f and the same as NB713. 
Overall, the two populations (one facultative and the other segregating for VS) had similar 
means, ranges, and distributions. Within the NB713/OR71 population there were no patterns of 
LTT survival for vernalization sensitive vs. facultative progeny (Supplemental Figure 6).  
 
Based on prior reports, the most likely region for LTT QTL in barley is at FR‐H1 and/or 
FR‐H2 (reviewed by von Zitzewitz et al. 2011). However, due to the 5H linkage map issues 
addressed in the prior section, it is not possible at the current level of map resolution to 
unequivocally state that one or both of these loci are, or are not, determinants of LTT in this 
germplasm. As shown in Figure 1, using the MRI data, there is a marker/trait association 
coincident with FR‐H2 in NB713/OR71 but it does not reach the significance threshold. In this 
population there is a significant effect at SNP 3_0850, with NB713 contributing the favorable 
allele based on an adjusted single locus test (Table 1). This marker maps to the FR‐H2 region in 
the consensus map but was highly distorted and did not coalesce with the 5H markers in the 
NB713/OR71 population. In NB3437f/OR71 there are significant effects for markers that map to 
the FR‐H2 region in the consensus map, SNP 3_0850 and 2_0795. 
 
The largest effect QTL, which we designate as FR‐H3, was detected in the SPMN and MRI 
data on the short arm of chromosome 1H. The best estimates of the position of this QTL are 
based on the individual populations because of the higher density of markers whereas the best 
estimates of effects are based on the combined population due to number of individuals. 
Considering each of the populations and data sets separately, the 2‐LOD confidence intervals 
overlap for both populations at MRI and one of the populations at SPMN. However, the 
confidence intervals for the two populations at SPMN are contiguous. Therefore we believe 
that all peaks represent the same QTL. The maximum LOD in the combined population is 22.9 
for the SPMN data and 8.6 for the MRI data (Figure 3). The Nebraska parents contributed the 
favorable allele at this QTL in the combined population and in each of the two populations. 
Additional QTL information is shown in Table 2. Most other QTL were environment and/or 
population‐specific. Considering all environments and populations, QTL were detected on all 
chromosomes except 2H and 6H. Assuming QTL with overlapping confidence intervals (as well 
as the SPMN QTL) to represent the effects of the same gene or genes, a total of 8 distinct QTL 
were detected and at all but one of these environments (LNE) the Nebraska parent contributed 
the favorable allele.   
 
Vernalization Sensitivity 
Evaluation of the two DH populations under greenhouse conditions allowed for 
assessment of VS (the unvernalized treatment) and flowering time per se (the vernalized 
treatment). We used two measures of the phenotype, FLN and FT. The latter is simpler to 
measure but the former is reported to be more accurate (Cuesta‐Marcos et al. 2008, Baga et al. 
2009, Sasani et al. 2009). The populations behaved as expected: NB3437f/OR71 did not 
segregate for VS and NB713/OR71 did segregate for VS. All DH lines, and the parents, in the 
facultative x facultative population (NB3437f/OR71) flowered within 95 days of planting in the 
unvernalized treatment and had a maximum FLN value of 17. The phenotypic frequency 
distributions for the vernalized and unvernalized treatments are very similar, with flowering 
times, on average, 10 days earlier in the vernalized treatment (Supplemental Figure 7). 
Vernalization accelerates FT in facultative germplasm although not required (Distelfield et al. 
2009; Greenup et al. 2009; Trevaskis et al. 2010). FLN values ranged from 8 to 15 in the 
vernalized treatment and from 10 to 17 in the unvernalized treatment (Figure 4). FLN values 
were the same for the two parents with vernalization and differed by two leaves in the 
unvernalized treatment. As with FT, there were positive and negative phenotypic transgressive 
segregants with both treatments. Comparison of flowering time in the field is confounded by 
the year effect, since the two populations were tested in different years. Overall, both 
populations showed a range of flowering times, spanning nearly one month. There were 
positive and negative phenotypic transgressive segregants in both populations, and OR71 was 
later than either of NB3437f or NB713.  
 
VS in NB713/OR71 was determined by VRN‐H2 (Supplemental Figure 8 and Table 1). 
Expressed as QTL effects for FT in the unvernalized treatment, segregation of alleles at this 
locus had a LOD of 119 and an R2 of 0.96. NB713 contributed the larger value (e.g. later 
flowering, higher FLN) allele. The corresponding values for FLN were LOD 28, and R2 of 0.56. For 
FLN, there was also a QTL on chromosome 7H, at the position of VRN‐H3, with a LOD of 6.1 and 
R2 of 0.07, where OR71 contributed the larger value allele. The VRN‐H3 effect was also 
significant for FT in NB713/OR71 (unvernalized) with a LOD of 3.3 and it was highly significant 
for both FT and FLN in the unvernalized treatment for NB3437f/OR71. In this population, OR71 
also contributed the later flowering and higher FLN alleles. With vernalization the primary 
determinant of FT per se, and FLN, in both populations was VRN‐H3. VS itself was not affected 
by VRN‐H3 however FT and FLN were. The later flowering, and higher FLN allele, was 
contributed by OR71. Additional QTL were detected on chromosomes 3H, 4H, 5H, and 6H. The 
4H QTL is coincident with VRN‐H2.  
 
Under field conditions, VRN‐H3 had the largest effect on FT, accounting for a five day 
additive effect, with OR71 contributing the later flowering allele. The magnitude and sign of this 
VRN‐H3 effect reflects the results obtained under greenhouse conditions. PPD‐H2, on 
chromosome 1H, had a significant effect, but only in NB3437f/OR71. The phenotype data were 
corroborated by genotyping: the NB713/OR71 population is monomorphic for PPD‐H2. OR71 
contributed the later flowering allele. Other lesser effect QTL were detected on chromosomes 
3H, 6H, and 7H (short arm, not coincident with VRN‐H3).   
 
DISCUSSION 
 
The FR‐H3 QTL is a determinant of LTT   
Phenotyping LTT is a challenge due to the difficulty in encountering field environments 
that allow accurate measures of differential survival. In this project, for example, we had nearly 
complete survival at FCCO and complete mortality at FMT. The lowest temperatures were quite 
similar for the field tests: SPMN = ‐27°C; LNE = ‐26°C; FCCO = ‐25°C; and FMT ‐32°C. The MRI 
freeze test temperature was ‐13.5°C. The absolute low temperature is just one of many factors 
in winter survival: acclimation conditions, snow cover, soil moisture, and plant growth stage are 
all very important factors. The MRI controlled environment test and the SPMN winter field 
survival datasets proved to be most informative in assessing LTT. These two data sets provided 
the greatest differential in survival and also had the highest heritabilities (0.92 and 0.78, 
respectively). Controlled freeze tests are very expensive ($90 per line) and therefore the 
principal constraint to using this approach is cost. However, controlled tests cannot reflect the 
full complexity of field survival. To date, SPMN has been a very informative environment. It 
provided the best estimates of FR‐H3 in this project and allowed for separation of FR‐H1 and 
FR‐H2 effects in previous research (von Zitzewitz et al. 2011).   
   
The superior LTT of NE germplasm was generally recognized but the genetic basis was 
unknown. Understanding the genetic basis of a complex phenotype is a prerequisite for 
effective use of molecular breeding tools. Our discovery of FR‐H3 QTL will make it possible to 
efficiently use this unique germplasm. The only previous report of a LTT QTL on chromosome 
1H was in the Dicktoo x Morex population. Dicktoo, like NB3437f, is facultative and it also 
originated in the Upper Midwest. However, the 1H QTL in Dicktoo x Morex is likely a pleiotropic 
effect of PPD‐H2 and is distal to FR‐H3. FR‐H3 had a very large effect in SPMN, accounting for an 
additive effect of 29% in the combined population. Additional research will be necessary to 
confirm the precise genome coordinates of this QTL and to proceed with isolating the gene (or 
genes) responsible. 
 
  When we developed these populations we did not expect to find a QTL at FR‐H1. All 
parents have a degree of LTT and are monomorphic for all available BOPA 1 and BOPA 2 SNP 
markers within 5cM of VRN‐H1/FR‐H1 (n = 27 markers). Even if there were contrasting alleles at 
FR‐H1 we would not be able to detect them at the current level of marker resolution. We 
hypothesized that we would detect a QTL at FR‐H2, based on the presence of marker 
polymorphisms in the region and the difference in LTT between OR71 and the Nebraska 
parents. There are indications of a LTT QTL in the region, but the fragmentation of the 5H 
linkage map precludes definitive characterization. It is curious that linkage map construction 
was straightforward in all regions of the genome except for the one region, on 5H, known to 
contain genes determining LTT. Determining the cause(s) of fragmentation is an exciting 
challenge that will be addressed through localized sequencing, cytogenetic characterization, 
and high density mapping. Chromosome rearrangements (duplication or inversion) are possible, 
but would be expected to lead to recombination “suppression” rather than “expansion”.  
Furthermore, no confirmed inversions or duplications have been detected in the hundreds of 
molecular marker‐based linkage maps constructed over the past 20 years in cultivated x 
cultivated and cultivated x ancestral barley crosses. Copy number of the CBF genes has been 
hypothesized to be related to the degree of LTT in barley (Stockinger et al. 2007), and a 
complex locus of multiple CBF genes underlies FR‐H2. However, localized gene duplication 
would not be expected to cause issues in low‐density linkage mapping. Heterozygosity in the 5H 
region in one or both parents is possible but no cases of heterozygosity were detected in the 
genotyping of the parents or the DH progeny.  
 
  Many minor LTT QTL were also found in addition to FR‐H2 and FR‐H3, suggesting that 
this complex trait has major and minor determinants. Detecting, quantifying, and accumulating 
the essential, but minor‐effect, alleles is likely beyond the scope of QTL mapping and marker 
assisted selection. These strategies will be effective in fixing favorable alleles at FR loci (FR‐H1, 
FRH‐2, and FR‐H3) and genomic selection should be more effective for accumulating the minor 
alleles.  
 
VRN‐H2 Determines VS and VRN‐H3 affects FT in this germplasm 
  The role of VRN‐H2 in determining vernalization sensitivity was confirmed: when grown 
under unvernalized conditions, all progeny of the facultative x facultative cross (NB3437f x 
OR71) flowered in a time frame comparable to that of a spring barley grown under the same 
conditions. The parents and all progeny are VRN‐H2 deletions.  In the winter x facultative cross 
(NB713 x OR71) the parents behaved as expected and the progeny segregated for vernalization 
sensitivity. Further validation of the role of VRN‐H2 in vernalization sensitivity was the discovery 
of the facultative line, NB3437f, in the bulk seed of NB3437. NB3437f flowered at the same 
time as spring barley checks, without vernalization, and carries the VRN‐H2 deletion. All non‐
flowering plants in the bulk seed lot tested positive for the Vrn‐H2 dominant allele 
(Supplemental Figure 1). The effect of VRN‐H3 on FT was unexpected. Variation in VRN‐H3 was 
first reported by Takahashi and Yasuda (1971) and most recently by Casas et al. (2011). The 
Nebraska germplasmhas exotic ancestry: the variety Wong, released in Jiangsu, China in 1941 
(http://www.ars‐grin.gov/cgi‐bin/npgs/acc/display.pl?1434053; verified 9 November 2011) 
figures in the pedigrees of both NB713 and NB3437f from which the variation could be 
attributed. The early flowering allele at VRN‐H3 traces to the Nebraska parents in both 
populations. In the currently accepted vernalization model (Yan et al. 2004; Trevaskis et al. 
2007) the recessive allele at vrn‐H3 is necessary for VS. Very early flowering is the phenotype of 
the dominant allele at Vrn‐H3. Since NB713 is vernalization sensitive, its “earlier” allele is most 
likely an alternative recessive allele. If this alternative earlier flowering allele is triggered only 
under long days, as is the case of winter alleles (Faure et al. 2007) then the earlier allele would 
not increase the risk for low temperature damage due to a precocious vegetative to 
reproductive transition during the short days of winter.    
 
LTT and Vernalization Sensitivity are Uncoupled    
  Several lines of evidence point to the “uncoupling” of VS and LTT in this germplasm. 
Overall, LTT values were the same in both populations and in the population segregating for VS 
there were lines with high survival in both the VS and non‐VS categories. However, a QTL in the 
region of VRN‐H2 was detected in the NB713 x OR71 population under the controlled freeze 
test conditions of the Martonvasar phytotron. A possible explanation is that under controlled 
freeze tests the acclimation regime and timing of the freeze occurred at a point in plant 
development when VS was still effective in delaying the vegetative to reproductive transition 
and thus ensuring maximum LTT. Finally, the NB3437f variant persisted in the heterogeneous 
mixture that is NB3437 under the low temperature field selection conditions customary for the 
University of Nebraska breeding program. Under controlled environment conditions, NB3437f 
has an LTT value comparable to NB713 (Supplemental Table 1). 
 
Prospects for LT Tolerant Fall‐Sown Barley   
Fall‐sown barley offers numerous advantages in many production environments. 
Likewise, within the fall‐sown class, facultative types offer advantages to both breeders and 
producers. A pre‐requisite to realizing these advantages is sufficient LTT as well as agronomic 
performance (i.e. yield and resistance to biotic stresses) and grain that commands a premium in 
the marketplace. We have shown, with this research, that gene discovery and breeding can be 
coupled to generate new knowledge and useful facultative germplasm with good LTT. The 
biparental QTL mapping described in this report, together with the results of the genome wide 
association mapping, are expected to effectively mine a multitude of favorable alleles from the 
Oregon x Nebraska germplasm for MAS and genomic selection (GS). In this way, we hope to 
contribute to realizing the potential of fall‐sown malting barley. This market class is likely to be 
of increasing importance in an era of increasingly volatile climate change.  
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CAPTIONS TO TABLES 
 
Table 1. Summary of QTL detected in the NB3437fXOR71 (A) and NB713XOR71 (B) doubled 
haploid mapping populations. QTL alignment was based on overlapping 2‐LOD confidence 
intervals. Refer to Supplemental Figures 1 and 2 for detail. Negative additive effect denotes 
higher value allele contributed by Nebraska parent. All table abbreviations are defined in the 
footnote 
 
Table 2.  Summary of QTL detected in the half‐sib combined mapping population constructed 
using 157 markers in common between the NB3437f/OR71 and NB713/OR71 doubled haploid 
populations. Only QTL which are coincident in both populations are shown. Negative additive 
effect denotes higher value allele contributed by Nebraska parent. All table abbreviations are 
defined in the footnote 
 
Supplemental Table 1.  Percent survival of NB3437f, NB713, OR71, Dicktoo (winter hardiness 
check) andMorex (spring check) after freezing at ‐13.50C in the Martonvasar Research Institute 
(MRI) phytotron. 
 
Supplemental Table 2. Single nucleotide polymorphism (SNP) markers represented in the 
custom 384 oligonucleotide pool assay (OPA). Designed at Oregon State University for 
genotyping the NB3437f/OR71, NB713/OR71 doubled haploid populations and two other BC1 
populations used in a concurrent study, at The James Hutton Institute. The custom OPA was 
designed based on polymorphisms identified between parents using Barley OPA 1 and Barley 
OPA 2 (http://triticeaecap.org/). Position is according to the consensus map (Close et al. 2009) 
Supplemental Table 3. Genotyping procedures used for parental lines (NB3437f, NB713, and 
OR71) and doubled haploid mapping populations derived from NB3437f/OR71 and 
NB713/OR71. NA = not applicable.  
 
 
CAPTIONS TO FIGURES 
 
Fig. 1Linkage maps of chromosome 5H in the NB3437f/OR71 and NB713/OR71 doubled haploid (DH) 
mapping populations (left and right panels) and the 5H quantitative trait locus (QTL) scans for low 
temperature tolerance (LTT) as measured in a controlled freeze test at the Martonvasar Research 
Institute aligned with the 5H consensus map published by Close et al. (2009) (center panel). Single 
nucleotide polymorphism (SNP) marker names are indicated on the left of each linkage group. Distances 
are given in Haldane cM on the right. The distances on the two DH maps are continuous with distances 
between unlinked groups (gaps) based on the consensus map 
 
Fig. 2 Phenotypic frequency distributions for low temperature tolerance (LTT) evaluated in the 
NB3437f/OR71 and NB713/OR71 doubled haploid populations in a controlled freeze test at the 
Martonvasar Research Institute (MRI) and under field conditions in St. Paul, Minnesota (SPMN). 
Standard deviations are shown for the parents.  Broad‐sense heritability (H2) is also noted 
 
Fig.3 Quantitative trait locus (QTL) scans on chromosome 1H for low temperature tolerance (LTT) at St. 
Paul, Minnesota (SPMN) and LTT from the Martonvasar Research Institute (MRI) freeze test. Composite 
Interval Mapping with a 20 cM scan window was used for this analysis, which is based on the combined 
map of two doubled haploid mapping populations: NB3437f/OR71 and NB713/OR71. Inferred position 
of PPD‐H2 is shown 
 
Fig. 4 Phenotypic frequency distributions for final leaf number (FLN) evaluated for NB3437f/OR71 and 
NB713/OR71 doubled haploid populations. FLN were measured with and without vernalization (V+, V‐) 
under greenhouse conditions. Standard deviations are shown for the parents when replicated. Broad‐
sense heritability (H2) is also noted. 
Supplemental Fig. 1 Genotype (left panels) and phenotype (right panel) images for one of two NB3437 
facultative (f) plants in a population of ~ 200 winter (w) plants. Results were consistent for both ‘f’ vs.  all 
‘w’ plants. All ‘f’ and ‘w’ plants had a full‐length first intron in HvBM5 (VRN‐H1) (upper left). ZCCT‐H 
(VRN‐H2) was present in all ‘w’ plants and deleted in the two ‘f’ plants (lower left) 
Supplemental Fig. 2  NB3437f/OR71 linkage map constructed using a custom 384 oligonucleotide pool 
assay (OPA). Single nucleotide polymorphism (SNP) marker names are indicated on the right of each 
linkage group. Distances are given in Haldane cM on the left 
Supplemental Fig. 3 NB713/OR71 linkage map constructed using a custom 384 oligonucleotide pool 
assay (OPA). Single nucleotide polymorphism (SNP) marker names are indicated on the right of each 
linkage group. Distances are given in Haldane cM on the left 
Supplemental Fig. 4 Combined linkage map constructed using a custom 384 oligonucleotide pool assay 
(OPA).  The  map  was  created  de  novo  using  only  single  nucleotide  polymorphism  (SNP)  markers 
segregating for both NB3437f/OR71 and NB713/OR71 doubled haploid populations. SNP marker names 
are indicated on the right of each linkage group. Distances are given in Haldane cM on the left 
Supplemental Fig. 5 Phenotypic frequency distributions for low temperature tolerance (LTT) evaluated 
in the NB3437f/OR71 and NB713/OR71 doubled haploid populations under field conditions in Lincoln, 
Nebraska (LNE) and Fort Collins, Colorado (FCCO). Standard deviations are shown for the parents.  
Broad‐sense heritability (H2) is also noted  
Supplemental Fig. 6 Phenotypic frequency distributions for low temperature tolerance (LTT) evaluated 
in the NB713/OR71 doubled haploid population in a controlled freeze test at the Martonvasar Research 
Institute (MRI) and under field conditions in St. Paul, Minnesota (SPMN), Lincoln, Nebraska (LNE), and 
Fort Collins, Colorado (FCCO). Standard deviations are shown for the parents.  Broad‐sense heritability 
(H2) is also noted 
Supplemental Fig. 7 Phenotypic frequency distributions for flowering time (FT) evaluated for 
NB3437f/OR71 and NB713/OR71 doubled haploid populations. Both populations were evaluated for FT 
under fall planted field conditions at Corvallis, OR (COR). FT was also measured with and without 
vernalization (V+, V‐) under greenhouse conditions. Standard deviations are shown for the parents when 
replicated. Broad‐sense heritability (H2) is also noted in replicated trials 
Supplemental Fig. 8 Quantitative trait locus (QTL) scans for final leaf number (FLN) on chromosome 4H 
and 7H for NB3437f/OR71 and NB713/OR71 doubled haploid populations evaluated in the greenhouse 
(GH) under both vernalized (V+) and unvernalized (V‐) conditions  
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Table 1. Summary of QTL detected in the NB3437fXOR71 (A) and NB713XOR71 (B) double haploid mapping populations. QTL alignment was 
based on overlapping 2‐LOD confidence intervals. Refer to Supplemental Figures 1 and 2 for detail. Negative additive effect denotes higher value 
allele contributed by Nebraska parent. All table abbreviations are defined in the footnote 
 
  Chromosome Peak Position 2-LOD CI Closest Marker** LOD R² Additive effect LOD Threshold MIM R² 
Trait QTLNo. A B A B A B A B A B A B A B A B A B 
LTT-MRI                2.8 2.8 0.4 0.2
 1 1H -   2.8 - 0-7 - 2_0502 -  3.5 - 0.07 - -4.7 -     
 2 1H 1H 52.4  75.1 41-60 66-81 1_0938 3_0350  6.0  4.0 0.13 0.09 -6.3 -5.3     
 3 - 4H - 186.9 - 185-187 - 3_0006 -  3.2 - 0.08 - -5.7     
 4 5Hb - 70.1 - 43-70 - 2_0795 -  4.6 - 0.11 - -6.1 -     
 5 - 7Hb - 162.9 - 160-166 - 1_0078 -  3.4 - 0.08 - -4.9     
 6^ - 5H - NA - NA - 3_0850 -  4.7 - 0.10 - -7.2     
                    
LTT-SPMN                2.9 2.9 0.6 0.3
 1* 1H 1H 47.7  42.0 44-52 21-56 3_1467 2_0749 23.2  9.0 0.48 0.27 -26.1 -17.5     
 2 3H -  0.0 - 0-4 - 3_0192 -  3.3 - 0.04 - -8.3 -     
                    
LTT-NE                2.6 2.7 0.0 0.1
 1 - 4H -  55.6 - 47-77 - 3_0864 -  3.9 - 0.16 -  3.9     
                    
LTT-CO                2.7 2.7 0.0 0.1
 1 - 5Ha -  90.4 - 86-97 - 1_0953 -  3.2 - 0.10 - -6.0     
                    
FT-F                2.9 2.9 0.8 0.8
 1 1H - 95.9 - 90-103 - PPD-H2 - 12.8 - 0.18 - 2.7 -
 2 - 1H -  67.6 - 48-86 - 3_1467 -  4.9 - 0.05 - -1.4     
 3 - 1H - 200.2 - 197-200 - 2_0915 -  3.1 - 0.03 -  1.1     
 4 3H -  0.0 - 0-7 - 3_0192 -  4.3 - 0.05 - -1.4 -     
 5 6H - 80.3 - 70-86 - 3_1253 -  4.0 - 0.05 -  1.4      
 6 7H 7Hb 40.5  39.8 35-48 36-43 1_0232 1_0576 35.1 23.4 0.64 0.36  5.2  4.2     
FT-GHV+                2.8 2.8 0.6 0.5 
 1 - 3H - 139.1 - 135-143 - 1_0381 - 3.2 - 0.06 -  2.7     
 2 - 4H - 186.9 - 175-187 - 3_0006 - 4.4 - 0.08 - -3.2     
 3 - 6H -   64.3 - 62-69 - 2_0058 - 3.4 - 0.06 - -2.7     
 4 7H 7Hb   38.5   39.8 33-49 36-47 1_0232 1_0576 16.2 14.0 0.47 0.31   7.3  6.4     
                    
FT-GHV-                2.9 3 0.6 1.0 
 1 - 4H - 177.6 - 174-180 - 2_1210 - 119.0 - 0.96 - -43.3     
 2 7H 7Hb   39.5   43.7 34-48 43-47 1_0232 1_0576 23.1 3.3 0.56 0.01  6.6  3.7     
                    
FLN-GHV+                2.9 2.8 0.7 0.6 
 1 1H -   61.1 - 52-65 - 2_0956 -   4.1 - 0.05 - -0.4 -     
 2 - 3H - 141.0 - 133-153 - 1_1154 - 7.1 - 0.11 -  0.6     
 3 3H - 191.8 - 183-192 - 1_0283 -   3.9 - 0.05 - -0.3 -     
 4 - 4H -     5.5 - 3-7 - 1_0319 - 3.0 - 0.05 -  0.4     
 5 - 4H - 186.9 - 181-187 - 3_0006 - 11.2 - 0.20 - -0.7     
 6 5Hb -   10.4 - 0-11 - 2_1275 -   5.9 - 0.08 - -0.4 -     
 7 - 6H -   54.7 - 53-70 - 2_0720 - 4.7 - 0.07 - -0.4     
 8 7H 7Hb   39.5   49.0 33-49 37-63 1_0232 3_0143 19.5 9.9 0.40 0.18  1.0  0.7     
                    
FLN-GHV-                2.9 2.8 0.8 0.7 
 1 3H -   37.7 - 36-41 - 1_0281 -   3.1 - 0.07 -  0.3 -     
 2 - 4H - 184.5 - 180-187 - 3_0889 - 28.1 - 0.56 - -1.6     
 3 6H -   28.9 - 17-37 - 3_1485 -   4.4 - 0.10 -  0.4 -     
 4 7H 7Hb   39.5   47.0 33-51 36-54 1_0232 3_0143 11.8 6.1 0.37 0.07  0.8  0.6     
                    
 
^Marker was not included in map, marker/trait association was performed using SAS Proc Mixed with the same cofactors as QTL analysis 
*The 2‐ LOD CI do not overlap however they are contiguous and believed to represent the same QTL 
**Pilot OPA name 
Table abbreviations: CI = Confidence Interval; MIM = Multiple Interval Mapping 
Environments and treatments are coded as follows: LTT = low temperature tolerance; FT = flowering time; FLN = final leaf number; MRI = Martonvasar 
Research Institute; SPMN = St. Paul, Minnesota, USA; LNE = Lincoln, Nebraska, USA; FCCO = Fort Collins, Colorado, USA; F = field; GH = greenhouse; V+ 
= vernalized; V‐ = unvernalized 
 
 
 
 
 
   
Table 2.  Summary of QTL detected in the half‐sib combined mapping population constructed using 157 
markers in common between the NB3437f/OR71 and NB713/OR71 doubled haploid populations. Only 
QTL which are coincident in both populations are shown. Negative additive effect denotes higher value 
allele contributed by Nebraska parent.  All table abbreviations are defined in the footnote. 
**Pilot OPA name 
Table abbreviations: CI = Confidence Interval; MIM = Multiple Interval Mapping 
Environments and treatments are coded as follows: LTT = low temperature tolerance; FT = flowering 
time; FLN = final leaf number; MRI = Martonvasar Research Institute; SPMN = St. Paul, Minnesota, USA; 
F = field; GH = greenhouse; V+ = vernalized 
 
Trait Chromosome Peak 
Position 
2-LOD 
CI 
Closest 
Marker** 
LOD R² Additive 
effect 
LOD 
Threshold 
LTT-MRI 1H 45.2 26-63 1_0764   8.6 0.19 -8.3 2.6 
 5Hb   1.0 0-2 2_0795 15.9 0.21 -8.1  
         
LTT-SPMN 1H 44.2 36-52 1_0764 22.9 0.64 -28.9 2.7 
         
FT-F 7H 75.3 71-81 1_0232 26.0 0.36 5.1 2.7 
    
FT-GHV+ 7H 76.3 70-82 1_0232 24.7 0.39 7.0 2.7 
         
FLN-GHV+ 7H 75.3 67-82 1_0232 18.8 0.32 0.9 2.7 
 3_0543 0.0
2_0226 2.5
3_0714 10.3
3_0167 16.3
3_0654 1_1260 63.8
2_1536 68.9
3_0538 73.9
1_1281 77.3
2_1275 80.6
2_0350 86.6
1_0953 87.4
2_1133 94.3
2_0096 99.4
3_0314 102.8
3_1361 116.6
3_0834 128.5
2_0850 132.7
1_0414 139.6
2_0403 142.9
2_1314 145.5
3_0456 153.3
3_0619 157.6
1_0094 194.1
2_0653 199.2
1_1490 223.4
1_1497 224.2
1_0820 229.3
2_0536 260.5
1_0736 264.8
3_0577 268.2
1_1364 273.3
1_0401 275.8
2_1221  0.0
2_0206  0.9
2_0010  12.0 
3_0167  19.7 
3_0531  24.5 
3_0654 43.0 
1_1260 45.8 
2_1536 49.5 
3_0538 51.4 
2_1275 54.1 
3_0080 59.9 
2_1133 65.6 
2_0096 68.4 
2_0645 74.1 
3_0850 111.1 
2_0795 113.8 
3_0577  235.2
1_1364  236.1
1_0401  238.0
1_1490  167.3
3_0162  214.7
2_0686  224.7
3_1278  129.4
2_0653  143.1
3_0163 0.0
2_0226 2.1
3_0543 2.8
2_0206 6.4
2_1221 9.3
2_0010 18.7
3_0714 19.4
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3_0531 27.7
3_0654 46.2
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3_0538 59.4
1_1281 63.3
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3_0080 69.9
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1_0953 75.4
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  3_0314 87.4
3_1361 91.6
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  3_0850 108.2
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3_1123 196.9
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Supplemental	Fig.	5	Phenotypic	frequency	distributions	for	low	temperature	tolerance	
(LTT)	evaluated	in	the	NB3437f/OR71	and	NB713/OR71	doubled	haploid	populations	
under	field	conditions	in	Lincoln,	Nebraska	(LNE)	and	Fort	Collins,	Colorado	(FCCO).	
Standard	deviations	are	shown	for	the	parents.		Broad‐sense	heritability	(H2)	is	also	noted		
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Supplemental	Fig.	6	Phenotypic	frequency	distributions	for	low	temperature	tolerance	
(LTT)	evaluated	in	the	NB713/OR71	doubled	haploid	population	in	a	controlled	freeze	test	
at	the	Martonvasar	Research	Institute	(MRI)	and	under	field	conditions	in	St.	Paul,	
Minnesota	(SPMN),	Lincoln,	Nebraska	(LNE),	and	Fort	Collins,	Colorado	(FCCO).	Standard	
deviations	are	shown	for	the	parents.		Broad‐sense	heritability	(H2)	is	also	noted	
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Supplemental	Fig.	7	Phenotypic	frequency	distributions	for	flowering	time	(FT)	evaluated	
for	NB3437f/OR71	and	NB713/OR71	doubled	haploid	populations.	Both	populations	were	
evaluated	for	FT	under	fall	planted	field	conditions	at	Corvallis,	OR	(COR).	FT	was	also	
measured	with	and	without	vernalization	(V+,	V‐)	under	greenhouse	conditions.	Standard	
deviations	are	shown	for	the	parents	when	replicated.	Broad‐sense	heritability	(H2)	is	also	
noted	in	replicated	trials	
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Supplemental	Fig.	8	Quantitative	trait	locus	(QTL)	scans	for	final	leaf	number	(FLN)	on	
chromosome	4H	and	7H	for	NB3437f/OR71	and	NB713/OR71	doubled	haploid	
populations	evaluated	in	the	greenhouse	(GH)	under	both	vernalized	(V+)	and	
unvernalized	(V‐)	conditions		
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Supplemental Table 1 Single nucleotide polymorphism (SNP) markers represented in the 
custom 384 oligonucleotide pool assay (OPA). Designed at Oregon State University for 
genotyping the NB3437f/OR71, NB713/OR71 doubled haploid populations and two other BC1 
populations used in a concurrent study, at The James Hutton Institute. The custom OPA was 
designed based on polymorphisms identified between parents using Barley OPA 1 and Barley 
OPA 2 (http://triticeaecap.org/). Position is according to the consensus map (Close et al. 2009) 
 
Pilot OPA name Chromosome Position (cM) Locus_Name
3_0969 1H 0 SCRI_bbc15015_01_164
2_0502 1H 1.5 3220‐723
3_1144 1H 3.8 U35_16501_168
2_1174 1H 8.3 6949‐895
2_1226 1H 8.8 7372‐1253
3_0951 1H 11.4 SCRI_bbc05112_01_2
2_0749 1H 17.3 4473‐309
1_0030 1H 18.1 10922‐503
2_0712 1H 20.8 4226‐570
1_0757 1H 23.9 5318‐436
3_1276 1H 27.4 U35_19740_954
2_0617 1H 33.6 3751‐1136
3_1177 1H 37 U35_17276_547
1_0764 1H 41 5381‐1950
2_1134 1H 43.3 6720‐641
3_1467 1H 47.5 U35_5390_330
1_0938 1H 50 7833‐315
3_0350 1H 52.5 U32_12209_166
1_0293 1H 55.5 2401‐1028
1_0324 1H 57 2577‐1122
3_0821 1H 59.7 OSU_Aglu3_536
2_0997 1H 60.2 5790‐558
3_0304 1H 61.5 U32_10148_338
2_1431 1H 64.9 9638‐619
2_0956 1H 66.7 5547‐294
3_0298 1H 69.5 AY972619_MX_Nec1_2066
1_0006 1H 73.9 1016‐376
2_0990 1H 75.5 5772‐1176
2_0657 1H 77.3 4005‐530
2_0434 1H 88.2 2881‐935
3_0546 1H 92.8 U32_4421_1432
3_1163 1H 94 U35_1704_1053
3_1192 1H 96.9 U35_17735_1334
2_0187 1H 101.5 1498‐596
2_0921 1H 105.9 5336‐400
2_0625 1H 106.6 3786‐2204
2_0021 1H 109.8 10360‐563
3_0532 1H 109.8 U32_4190_2397
1_0789 1H 112.5 5690‐1045
 Pilot OPA name Chromosome Position (cM) Locus_Name
3_0014 1H 113.3 ABC02471_2_350
1_0905 1H 114.8 7389‐555
1_0729 1H 116.3 5048‐1685
3_0257 1H 117.8 ABC16431_1_600
2_0908 1H 121.1 5283‐1090
2_1068 1H 126.5 6201‐1190
3_1377 1H 126.5 U35_326_272
1_0693 1H 128.1 472‐1376
1_0782 1H 131.9 5555‐438
2_0603 1H 135.6 3671‐59
2_0915 1H 138.3 5316‐739
3_0231 1H 138.3 ABC14709_1_359
3_1081 1H 140.5 U35_1042_538
2_1415 2H 2.9 9452‐210
1_0326 2H 6.5 2582‐767
2_1377 2H 8.6 8930‐370
1_0943 2H 18.3 791‐1113
3_1284 2H 19.5 U35_20027_279
1_0180 2H 21.6 1865‐396
1_0216 2H 26.5 2029‐1143
2_1015 2H 27.3 5880‐2547
2_1366 2H 28.4 8787‐1459
1_0787 2H 31 5652‐419
2_1049 2H 32.3 6086‐690
2_1304 2H 33.7 816‐265
1_0296 2H 39.1 2416‐1016
2_0326 2H 39.1 2232‐1685
3_0432 2H 41.7 U32_2438_479
3_0363 2H 45.6 U32_1342_283
3_0703 2H 49 U32_7446_193
1_1400 2H 53.5 ABC20402‐1‐3‐298
3_0251 2H 56.3 ABC15603_1_183
1_1046 2H 59.2 ABC01644‐1‐3‐379
1_1206 2H 62.8 ABC08774‐1‐1‐752
1_0035 2H 62.8 1114‐892
2_1166 2H 66.8 6911‐866
2_1144 2H 69.3 6804‐1197
1_0265 2H 70.5 2284‐1738
2_0667 2H 72.3 4037‐916
3_1383 2H 73.8 U35_3378_1098
3_0178 2H 75.9 ABC11711_1_344
2_0699 2H 78 4164‐176
2_0340 2H 85.9 2322‐462
1_0475 2H 88.7 3469‐1152
1_0969 2H 90.1 8397‐432
1_0214 2H 93.5 2020‐539
2_1175 2H 96.8 6951‐875
1_0876 2H 100.4 682‐767
 Pilot OPA name Chromosome Position (cM) Locus_Name
2_1527 2H 101.8 ConsensusGBS0335‐1
3_0049 2H 106.5 ABC06173_1_575
1_1480 2H 108.6 ConsensusGBS0348‐2
2_0064 2H 112.9 111‐499
1_0128 2H 113.5 1584‐263
1_0916 2H 117.9 7576‐818
3_0097 2H 121.5 ABC08212_1_434
3_0152 2H 122.2 ABC10730_2_206
3_1100 2H 125.5 U35_1470_1376
2_1088 2H 128.3 6328‐736
1_0383 2H 130 285‐2932
1_1227 2H 133.2 ABC09559‐1‐2‐143
1_0315 2H 141.3 252‐556
1_1380 2H 145 ABC17314‐1‐1‐226
2_0293 2H 147.9 2052‐792
2_0943 2H 149.6 5483‐787
3_1527 2H 151.4 U35_851_373
3_1300 2H 152.8 U35_20591_995
2_1453 2H 155.3 9910‐427
1_1050 2H 156.7 ABC01852‐1‐1‐214
3_0378 2H 158.9 U32_14697_157
3_0102 2H 160.3 ABC08520_1_180
3_1448 3H 2.9 U35_4975_534
3_1409 3H 6.7 U35_3907_2125
2_0529 3H 8.2 3344‐1147
2_1398 3H 8.2 918‐480
1_0112 3H 10.8 1499‐290
2_0172 3H 16.3 1440‐1148
3_0192 3H 23.5 ABC11988_1_747
2_0455 3H 28.4 2995‐717
3_0284 3H 28.4 ABC22737_1_28
1_0026 3H 32.8 1074‐992
3_0571 3H 32.8 U32_4926_1136
3_0431 3H 35.2 U32_2436_2433
1_0672 3H 37.2 4593‐2007
1_0968 3H 38.7 8387‐187
1_0863 3H 41.7 6634‐263
2_1145 3H 42.5 6805‐1110
1_1002 3H 44 9018‐522
3_0064 3H 46.3 ABC06946_1_359
3_0737 3H 48.6 U32_8184_522
2_1101 3H 48.6 6460‐355
3_0467 3H 49.4 U32_3096_1267
2_1129 3H 52.5 6681‐314
3_1502 3H 55.6 U35_6656_330
3_0009 3H 58.6 ABC01956_1_787
3_0829 3H 59.9 OSU_Contig2595_at_152
1_0281 3H 64.2 2338‐1572
 Pilot OPA name Chromosome Position (cM) Locus_Name
1_1391 3H 65.5 ABC18717‐1‐3‐215
3_1153 3H 68.3 U35_16856_424
2_0017 3H 69.6 10317‐448
3_0754 3H 71.5 U32_8513_567
1_0350 3H 73.5 2677‐501
3_0399 3H 74.8 U32_1775_564
2_0597 3H 78.5 3650‐311
1_1454 3H 78.5 ConsensusGBS0222‐2
2_0849 3H 81.7 4995‐889
3_1262 3H 81.7 U35_19389_544
1_1517 3H 83.7 ConsensusGBS0637‐1
1_0444 3H 87.2 3266‐570
2_0659 3H 91.3 4019‐302
3_1367 3H 95.4 U35_3071_1164
2_0130 3H 98.5 1291‐936
3_0640 3H 98.5 U32_6288_886
1_0662 3H 104.5 4528‐2080
2_0009 3H 107.6 10114‐1946
3_0423 3H 111.4 U32_2291_275
3_1329 3H 115.6 U35_22627_571
3_1220 3H 120.6 U35_18257_694
1_0918 3H 123.7 76‐1059
1_0754 3H 126.3 5260‐462
2_0369 3H 130.8 2481‐903
1_0842 3H 131.6 6402‐691
1_0381 3H 136.7 2847‐485
1_1154 3H 138.8 ABC06897‐2‐3‐312
2_0851 3H 141.5 5008‐2402
1_0631 3H 144.6 4270‐184
2_1386 3H 145.9 9040‐492
2_1531 3H 149.7 ConsensusGBS0431‐2
3_1500 3H 152 U35_6520_551
3_0921 3H 155.9 SCRI_abc17007_02_1
1_0702 3H 162.2 4787‐1746
2_1008 3H 162.2 5840‐659
1_0681 3H 167.8 4643‐867
2_0176 3H 170.1 14538‐224
1_0283 3H 173.2 2346‐318
3_0764 4H 0.7 U32_87_319
3_1324 4H 0.7 U35_21988_580
1_1345 4H 5.6 ABC14522‐1‐8‐350
1_0319 4H 8.3 2533‐773
3_1458 4H 12 U35_5192_464
1_1300 4H 12 ABC12449‐1‐3‐227
3_0150 4H 18 ABC10624_1_1026
1_0738 4H 19.5 5149‐1645
3_0864 4H 33.4 OSU_HvPhyA_3050
2_1389 4H 36.4 9081‐753
 Pilot OPA name Chromosome Position (cM) Locus_Name
3_0992 4H 38.6 SCRI_olad_101
1_0371 4H 40.4 2800‐1016
3_0993 4H 43.8 SCRI_olad_109
2_0939 4H 46.4 5475‐1355
3_1382 4H 48.7 U35_3372_1463
3_0866 4H 48.7 OSU_HvPhyB_2292
1_1042 4H 51.3 ABC01247‐1‐1‐92
1_0946 4H 52.8 7942‐948
1_0881 4H 54.3 6954‐861
3_0839 4H 55.6 OSU_DTDP_237
3_1297 4H 55.6 U35_20464_428
2_0482 4H 59.4 3127‐273
2_0361 4H 59.4 2421‐520
2_0453 4H 62.8 2977‐1925
1_1207 4H 62.8 ABC08788‐1‐1‐329
1_1224 4H 65.1 ABC09432‐1‐1‐160
2_0451 4H 68.2 2955‐452
2_1504 4H 69.5 ABC14714‐1‐1‐162
3_0994 4H 72.8 SCRI_olad_112_02
1_0090 4H 76 1375‐2534
1_0309 4H 76 2490‐1786
2_0815 4H 76 4807‐1328
2_0670 4H 80.8 4051‐1101
2_0197 4H 81.7 1523‐1136
1_1213 4H 86.3 ABC09154‐1‐1‐250
2_0384 4H 91.8 2574‐410
3_0142 4H 93.1 ABC10311_1_272
3_0584 4H 96.6 U32_5144_1710
3_0554 4H 96.6 U32_4613_499
2_0119 4H 99.3 1241‐1649
2_0515 4H 101.6 3282‐555
1_0510 4H 102.4 3652‐872
2_0974 4H 106 5692‐310
3_0385 4H 107.9 U32_1510_670
1_1233 4H 111.7 ABC09877‐1‐1‐108
1_1066 4H 113.9 ABC02813‐1‐4‐326
1_0697 4H 114.7 4773‐1009
2_1210 4H 117.6 7221‐766
3_0884 4H 119.1 OSU_VRN_H2_ZCCT_Ha_1430
3_0889 4H 119.1 OSU_VRN_H2_ZCCT_Hb_1580
1_0387 4H 119.8 2878‐574
3_0006 4H 119.8 ABC01616_1_514
3_1422 4H 120.6 U35_4290_1313
2_0089 4H 123.3 11707‐509
2_0226 5H 2.1 166‐154
3_0543 5H 2.8 U32_4362_135
2_0206 5H 6.4 1582‐63
2_1221 5H 9.3 7310‐996
 Pilot OPA name Chromosome Position (cM) Locus_Name
2_0010 5H 18.7 10207‐1024
3_0714 5H 19.4 U32_7632_376
3_0167 5H 26.3 ABC11259_1_564
3_0531 5H 27.7 U32_4156_2652
3_0410 5H 37.1 U32_2073_1148
3_0707 5H 43.1 U32_7514_744
3_0654 5H 46.2 U32_6548_1115
3_1492 5H 47.4 U35_623_856
1_0923 5H 48.8 7679‐530
1_1260 5H 52 ABC10705‐1‐1‐263
2_1318 5H 53.2 8320‐955
2_1536 5H 56.8 ConsensusGBS0654‐4
3_0111 5H 59.4 ABC08998_1_415
3_0538 5H 59.4 U32_4304_3452
1_1281 5H 63.3 ABC11529‐1‐1‐295
2_0441 5H 63.3 2906‐1177
2_1275 5H 67.5 7839‐633
3_0080 5H 69.9 ABC07516_1_341
2_0350 5H 72.3 2365‐405
1_0953 5H 75.4 8107‐154
2_1133 5H 80.6 6714‐579
2_0096 5H 84.5 11931‐389
2_0645 5H 87.4 3928‐513
3_0314 5H 87.4 U32_10259_178
3_1361 5H 91.6 U35_2913_1944
2_0497 5H 95.8 3200‐242
3_0834 5H 100.3 OSU_Contig5182_at_132
2_0850 5H 102.1 5004‐375
1_0414 5H 103.9 3056‐1317
2_0403 5H 105.2 2727‐1286
2_1314 5H 108.2 8258‐330
3_0850 5H 108.2 OSU_HVCBF4A_875
3_0854 5H 108.2 OSU_HVCBF9_907
3_0855 5H 108.2 OSU_HVCBF9_988
2_0795 5H 108.6 4706‐940
2_0805 5H 110.3 4771‐380
3_0456 5H 113.1 U32_2783_2471
3_0619 5H 113.8 U32_5830_1337
1_0094 5H 122.4 139‐1263
3_1278 5H 124.2 U35_19814_680
2_0653 5H 129.4 3985‐824
3_0556 5H 143.9 U32_464_949
3_1234 5H 146 U35_18533_855
2_0731 5H 146 4346‐840
3_0400 5H 149.1 U32_1794_707
1_1441 5H 151.4 ConsensusGBS0086‐5
1_1490 5H 153.6 ConsensusGBS0397‐16
1_1497 5H 155.1 ConsensusGBS0451‐1
 Pilot OPA name Chromosome Position (cM) Locus_Name
1_0820 5H 159.1 6054‐1050
3_0162 5H 161.6 ABC11039_1_102
2_0686 5H 172.4 4117‐472
1_0869 5H 173.1 6735‐754
2_0536 5H 177.7 3362‐644
1_0736 5H 180.7 5145‐1355
2_0189 5H 181.4 15017‐277
3_0577 5H 182.9 U32_5031_1217
1_1364 5H 189.6 ABC16075‐2‐2‐232
1_0401 5H 192 2978‐938
1_0857 5H 194.8 6580‐293
2_0493 6H 1.3 3178‐1276
1_0120 6H 3.1 1553‐753
2_1032 6H 9.1 5993‐2383
1_0165 6H 17 1769‐545
3_0842 6H 17 OSU_HA16L09r_s_at_77
2_1246 6H 22.4 7624‐359
3_0843 6H 22.4 OSU_HSP70_429
2_0315 6H 24.4 2188‐425
1_0676 6H 28.4 4611‐178
3_1485 6H 30.1 U35_5918_746
1_0799 6H 31.7 5771‐91
1_0939 6H 33.7 7848‐441
3_0358 6H 35.1 U32_13027_353
3_0521 6H 38.4 U32_3978_465
3_0361 6H 40.8 U32_13368_432
2_0052 6H 42.4 10927‐876
1_0817 6H 45.4 6018‐235
1_0461 6H 48.7 3378‐619
1_0003 6H 52.8 1009‐1089
2_0720 6H 52.8 4258‐1498
3_1187 6H 55.4 U35_17528_729
1_1067 6H 58 ABC02895‐1‐4‐231
2_0058 6H 60.2 11016‐603
2_1298 6H 63.3 8048‐952
3_0637 6H 64.4 U32_6217_114
2_0673 6H 70 4064‐1724
1_0596 6H 70 4077‐76
2_0969 6H 75.2 5656‐1012
3_1253 6H 77.9 U35_19046_990
1_1246 6H 81.9 ABC10265‐sfp25‐01
1_1147 6H 83.9 ABC06682‐1‐1‐311
3_0698 6H 86.9 U32_7349_99
2_0783 6H 88.9 4641‐266
1_1294 6H 93.7 ABC12239‐1‐1‐316
3_1353 6H 97.4 U35_2762_1119
2_0379 6H 101.4 2562‐1191
3_0734 6H 110.3 U32_8114_521
 Pilot OPA name Chromosome Position (cM) Locus_Name
2_0448 6H 111 2945‐515
3_1495 6H 112.3 U35_6278_408
2_1477 6H 117 ABC05412‐1‐8‐275
3_1392 6H 119 U35_3529_1428
1_0828 6H 124.9 617‐167
1_0390 6H 128.5 2911‐1136
1_0682 7H 0.6 4644‐1363
2_1443 7H 0.6 9728‐1098
1_0894 7H 1.9 7172‐1536
3_1350 7H 3.3 U35_2649_795
3_0836 7H 4.9 OSU_Contig7611_at_147
1_0406 7H 6.8 3011‐438
2_0245 7H 12.4 1773‐358
1_0841 7H 15 6394‐944
2_0014 7H 17.2 10281‐245
1_0025 7H 21.1 1073‐916
3_0530 7H 25.9 U32_415_260
3_1351 7H 29.8 U35_2705_1795
2_0162 7H 31.8 1404‐64
1_0232 7H 34.8 2124‐984
1_0576 7H 41.9 398‐1244
3_0143 7H 45.7 ABC10328_1_388
2_1528 7H 46.2 ConsensusGBS0356‐1
3_0528 7H 49.7 U32_4123_1240
2_0074 7H 54.4 11387‐335
3_0290 7H 57.6 ABC25593_eSNP_CNGC_442
3_0880 7H 61.3 OSU_SS1_201
1_0050 7H 63.7 11912‐654
1_1098 7H 68.5 ABC04803‐1‐1‐392
2_0060 7H 71.1 1107‐392
2_0885 7H 74.5 5‐1593
1_0256 7H 78.2 2251‐643
1_0534 7H 80.9 3743‐1988
3_0998 7H 84.9 SCRI_olad_137_01
1_0089 7H 88 1369‐1446
2_1448 7H 98.5 977‐1377
2_0103 7H 102.9 12027‐128
1_0169 7H 104.8 1800‐1101
1_0362 7H 108.7 2745‐1082
1_0563 7H 112.5 3900‐611
1_1243 7H 122.1 ABC10197‐1‐1‐101
1_0543 7H 122.1 3799‐1335
3_1535 7H 125.2 U35_949_361
3_1374 7H 126.7 U35_3205_2012
1_0182 7H 128.4 1894‐2132
2_1209 7H 129.9 7216‐297
1_0861 7H 133.8 6628‐1302
1_0078 7H 136.6 13008‐352
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
Pilot OPA name Chromosome Position (cM) Locus_Name
2_0847 7H 140.2 4991‐1028
3_1166 7H 144.5 U35_17126_2201
1_1012 7H 147.5 93‐413
1_1309 7H 148.3 ABC12986‐1‐3‐308
3_0244 7H 151.4 ABC15259_3_1022
2_0117 7H 157 12368‐207
2_0504 7H 157.8 3225‐520
3_0974 7H 161.4 SCRI_bbc32814_01_394
3_0826 7H 166.6 OSU_CAT1_200
Supplemental Table 2  Percent survival of  NB3437f, NB713, OR71, Dicktoo (winter hardiness 
check)  and Morex (spring check) after freezing at ‐13.50C in the Martonvasar Research Institute 
(MRI) phytotron. 
 
Accession   Survival % Growth habit 
NB3437f  87.8 Facultative 
DICKTOO  84.2 Facultative 
NB713  77.7 Winter  
OR71  72.9 Facultative 
MOREX  7.3 Spring 
 
 
 
 
Supplemental Table 3. Genotyping procedures used for parental lines (NM3437f, NB713, and 
OR71) and doubled haploid mapping populations derived from NB3437f/OR71 and 
NB713/OR71. NA = not applicable.  
Germplasm  Locus   Candidate  
Gene  
BOPA SNP(s) Genotyping protocol 
Parental lines: 
NB3437f, 
NB713, OR71 
VRN‐H1
VRN‐H2 
VRN‐H3 
PPD‐H2 
Fr‐H2 
HvBM5A 
ZCCT‐H 
HvFT1 
HvFT3 
HvCBF gene family 
3_0882,3_0883
3_0884,3_0886, 3_0889,3_0891 
3_0893,3_0894, 3_0895 
NA 
3_0846, 3_0847, 3_0850, 3_0852, 
3_0854, 3_0855 
Von Zitzewitz et al. (2011)
Von Zitzewitz et al. (2011)
Von Zitzewitz et al. (2011)
Faure et al.(2007) 
NA 
NB3437f/OR71 
NB713/OR71 
DH  
populations 
 
VRN‐H1
VRN‐H2 
VRN‐H3 
PPD‐H2 
Fr‐H2 
 
HvBM5A 
ZCCT‐H 
HvFT1 
HvFT3 
HvCBF gene family 
(*) 2_0653, 3_0556
3_0884, 3_0889 
(**) 1_0232, 1_0576 
NA 
3_0850, 3_0854, 3_0855 
 
NA 
NA 
NA 
Faure et al.(2007) 
NA 
 
Quality control 
markers used in 
NB3437f/OR71 
    2_0653
3_0162 
(1) 
(2) 
(*)   Polymorphic SNPs flanking the VRN‐H1 locus 
(**) Polymorphic SNPs flanking the VRN‐H3 locus 
 
1) F:  5’ TCGCACATGCAGAAACTCTT  3’;   R: 5’ACGGTCCAGACAAAATCAGC  3’; Enzyme HaeIII 
 
2) F  5’ TCATGAGGTCTTGCTGTTCG 3’;   R: 5’CGTCGAGGTAGTCCCAGAAG 3’; Enzyme Xba I 
 
Faure S, Higgins J, Turner A, Laurie DA (2007) The FLOWERING LOCUS T‐like gene family in barley (Hordeum 
vulgare). Genetics 176:599‐609.  
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, Karsai I, Muehlbauer GJ, Smith KP, Veisz O, Hayes PM (2011) The genetics of winterhardiness in barley: 
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